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VECTEURS ADENOVIRAUX D'ORIGINE ANIMALE ET UTILISATION EN THERAPIE GENIQUE, 

La pr6sente invention conceme de nouveaux vecteurs viraux, leur preparation 
et leur utilisation en therapie genique. Elle conceme egalement les compositions 
pharmaceutiques contenant lesdits vecteurs viraux. Plus particulierement, la pr^sente 
5 invention conceme l*utilisation d'adenovims recombinants d'origirie animale comma 
vectairs pour la therapie genique. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anormalit6 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information g^n^tique 
dans la cellule ou I'organe afFecte. Cette information gdnetique peut etre introduite soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de Torgane, la cellule modifiee etant alors reintroduite 
dans Torganisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'Al)N et de DEAE-dextran (Pagano et al., J. Virol. 1 
(1967) 891), d'ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al.. Science 243 (1989) 

15 375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), I'emploi de 
liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), etc. Plus recemment, 
I'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est appam comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet £gard, 
diff4§rents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter certaines populations 

20 cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le vims HSV, les 
vims adeno-associes, et les adenovims. 

Parmi ces vims, les adenovims presentent certaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en therapie genique. Notamment, ils ont un spectre d'hote assez 
large, sont capables d'infecter des cellules quiescentes, et ils ne s'integrent pas au 

25 genome de la cellule infectee. Pour ces raisons, les adenovims ont deja ete utilises 
pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, differents vecteurs d6riv6s des 
adenovims ont ete prepares, incorporant differents genes (B-gal, OTC, a-lAT, 
cytokines, etc). Tous les vecteurs derives des adenovims decrits dans I'art anterieur en 
vue d'une utilisation en therapie genique chez Thomme ont jusqu'a present ete prepares 

30 a partir d'adenovims d'origine humaine. Ceux-ci semblaient en effet les plus appropries 
pour une telle utilisation. Pour limiter les risques de multiplication et la formation de 
particulejS infectieuses in vivo, les adenovims utilises sont generalement modifies de 
maniere k les rendre incapables de replication dans la cellule infectee. Ainsi, les 
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constructions decrites dans rait anterieur sont des adenovirus delates des regions El 
(El a et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desquelles sont inserees des 
sequences d'intdrgt (Levrero et al.. Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et al., 
Gene 50 (1986) 161). Cependant, en plus de cette etape necessaire de modification, les 
5 vecteurs ddcrits dans Tart anterieur conservent d'autres inconv^nients qui limitent leur 
exploitation en th^rapie genique, et notamment des risques de recombinaison avec des 
adenovirus sauvages. La pr^sente invention apporte une solution avantageuse k ce 
probleme. 

La presente invention reside en effet dans Tutilisation d'adenovirus 
10 recombinants d'origine animale pour une therapie genique chez rhomme. La prdsente 
invention resulte de la mise en evidence que les adenovirus d'origine animale sont 
capables d'infecter avec une grande efficacit^ les cellules humaines. L'invention repose 
egalement sur la mise en Evidence que les adenovirus d'origine animale sont incapables 
de se propager dans les cellules humaines dans lesquelles ils ont 6t6 testes, L'invention 
15 repose enfin sur la decouverte surprenante que les adenovirus d'origine animale ne sont 
nuUement trans-complement^s par des adenovirus d'origine humaine, ce qui elimine 
tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en presence d*un adenovirus 
humain, pouvant conduire a la formation d'une particule infectieuse. Les vecteurs de 
rinvention sont done particuliSrement avantageux puisque les risques inhdrents a 
20 Tutilisation de virus conune vecteurs en therapie genique tels que la pathogenicite, la 
transmission, la replication, la recombinaison, etc sont fortement reduits voire 
supprim^s. 

La presente invention foumit ainsi des vecteurs viraux particulierement 
adapt6s au transfer! et/ou a I'expression chez I'homme de sequences d'ADN desirees. 
25 Un premier objet de la presente invention conceme done I'utilisation d'un 

adenovirus recombinant d'origine animale contenant une sequence d'ADN h^terologue, 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement 
therapeutique et/ou chirurgical du corps humain. 

Les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
30 invention peuvent etre d'origine diverses, k I'exclusion des adenovirus humains. Les 
adenovirus humains sont ceux naturellement infectieux chez I'honune, generalement 
designes par le terme HAd ou Ad. 

En particulier, les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la 
presente invention peuvent etre d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, 
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Beard et al., Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encx>re simienne 
(exemple : SAV). 

Plus particulierement, panni les adenovirus aviaires, on peut citer les 
serotypes 1 a 10 accessibles a TATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC 
5 VR^32), Pontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), roH-2A (ATCC VR- 
828), J2.A (ATCC VR-829). T8-A (ATCC VR-830), K-11 (ATCC VR.921) ou 
encore les souches referencees ATCC VR-831 a 835. Parmi les adenovirus bovins, on 
peut utiliser les difF^rents serotypes connus, et notamment ceux disponibles a I'ATCC 
(types 1 a 8) sous les referencesATCC VR.313, 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
10 egalement citer les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
528X Tadenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR.1340); 
Tadenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 
adenovirus r^ferencde k I'ATCC sous les numdros VR.591-594, 941-943, 195-203. 
etc. 

15 De preference, on utilise dans le cadre de Finvention des adenovirus d'origine 

canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait I'objet de 
nombreuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAVl et CAV2 ont ete decrites dans I'art ant^rieur (Spibey et al., J. Gen. 

20 Virol. 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones 
et sequences (voir notamment Spibey et al., Virus Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus 
Res. 23 (1992) 119, WO 91/11525). Par ailleurs, les ad^novims canins ont dejd ete 
utilises pour la preparation de vaccins destines k immuniser les chiens contre la rage, 
les parvovinis, etc (WO 91/1 1525), Cependant, jusqu'a present, la possibilite d'utiliser 

25 ces adenovirus pour une th6rapie g^nique chez lliomme n'a jamais 6t6 sugg^rte dans 
Tart anterieur. De plus, les inter€ts d*une telle utilisation n*avaient jamais ^te mesur^s. 

Les adenovirus utilises dans le cadre de Tinvention doivent de preference etre 
defectifs, c'est-4-dire incapables de se propager de fayon autonome dans Torganisme 
dans lequel ils sont administres. Comme indique plus haut, la demanderesse a montre 

30 que les adenovirus d'origine animale sont capables d'infecter les cellules humaines, 
mais pas de s'y propager. En ce sens, ils sont done naturellement defectifs chez 
I'homme et, contrairement a l*utilisation d'adenovirus hummns, ne necessitent pas de 
modification genetique a cet egard. Toutefois, le caractere d^fectif de ces adenovirus 
peut €tre amplifie par des modifications genetiques du genome, et notamment par 

35 modification des sequences necessaires a la replication dudit virus dans les cellules. 
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Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie), soit rendues non- 
fonctionnelles, soit modifides par insertion d'autres sequences et notamment de la 
sequence d'ADN heterologue. 

Selon Torigine de Tadenovinis, les sequences necessaires i la replication 
5 peuvent varier quelque peu. Neanmoins, elles sont g6n6ralement localisees pres des 
extremites du genome. Ainsi, dans le cas de CAV-2. la region Ela a 6t€ identifite. 
clonee et s^quenc^e (Spibey et al., Vims Res. 14 (1989) 241). Cdle-d est situee sur le 
fragment de 2 kb a Textremite gauche du genome de Tadenovinis. 

Par ailleurs, d'autres modifications g^netiques peuvent etre efFectuees sur ces 
10 adenovirus, notamment pour eviter la production de proteines virales indesirables chez 
rhomme, pour permettre insertion de sequences d'ADN heterologue de taille 
importante, et/ou pour inserer des regions determinees du genome d'un autre 
adenovirus animal ou humain (exemple : gene E3). 

Au sens de la presente invention, le terme "sequence d'ADN heterologue" 
15 designe toute sequence d*ADN introduite dans le vims, dont le transfert et/ou 
Texpression chez Thomme est recherche. 

En particulier, la sequence d*ADN heterologue peut comporter un ou 
plusieurs genes therapeutiques et/ou un ou plusieurs genes codant pour des peptides 
antigeniques. 

20 Dans un mode particulier de mise en oeuvre, I'invention conceme done plus 

particulierement Tutilisation d'adenovims d'origine animale pour la preparation de 
compositions pharmaceutiques destinees au transfert de genes therapeutiques chez 
rhomme. Les genes therapeutiques qui peuvent ainsi etre transfer's sont tout gdne 
dont la transcription et eventuellement la traduction dans la cellule cible generent des 

25 produits ayant un effet therapeutique. 

II peut s'agir en particulier de genes codant pour des produits proteiques 
ayant un eflFet therapeutique. Le produit proteique ainsi code peut etre une proteine, 
un peptide, un acide amine, etc. Ce produit proteique peut etre homologue \ds-a-vis de 
la cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule 

30 cible lorsque celle-ci ne presente aucune pathologie). Dans ce cas, Texpression d*une 
proteine permet par exemple de pallier une expression insuflSsante dans la cellule ou 
Texpression d*une proteine inactive ou faiblement active en raison d'une modification, 
ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour 
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un mutant d*une proteine cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, 
etc. Le produit proteique peut egalement etre hdt^rologue vis-a-vis de la cellule cible, 
Dans ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une 
activity d^ciente dans la cellule lui permettant de lutter contre une pathologie. 
5 Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 

citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, etc (FR 9203120), les facteurs de croissance, 
les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les facteurs 
trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NTS, NTS, etc; les 
10 apolipoproteines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la dystrophine ou une 
minidystrophine (FR 9111947), les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation : Facteurs VII, Vm, IX, etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence antisens, 
15 dont Texpression dans la cellule cible permet de controler Texpression de genes ou la 
transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent par exemple €tre 
transcrites, dans la cellule cible, en ARN complementaires d'ARNm cellulaires et 
bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique d^crite dans le brevet EP 
140 308. 

20 Comme indique plus haut, la sequence d'ADN heterologue peut egalement 

comporter un ou plusieurs genes codant pour un peptide antig^nique, capable de 
gen^rer chez Thonune une r^ponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en 
oeuvre, Tinvention permet done la realisation de vaccins permettant d'inrununiser 
lliomme, notanunent contre des microorganismes ou des virus. II peut s'agir 

25 notamment de peptides antig^niques specifiques du virus d'epstein barr, du virus de 
rhepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de 
tumeurs (EP 259 212). 

Generalement, la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des 
sequences permettant Texpression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le 
30 peptide antigenique dans la cellule infectee. II peut s*a^r des sequences qui sont 
naturellement responsables de Texpression du gene considere lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. H peut egalement s*agir de 
sequences d'origine differente (responsables de Texpression d'autres proteines, ou 



wo 94/26914 



PCT/FR94/00531 



meme synthetiques). Notamment, il peut s*agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par example, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s*agtr de sequences 
^ promotrices issues du genome d'un virus, y compris I'adenovirus utilise. A cet egard, 
5 on peut citer par exemple les promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RSV, etc. En 
outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences 
d*activation, de regulation, etc. Par ailleurs, lorsque le gene insert ne comporte pas de 
sequences d'expression, il peut etre insere dans le genome du virus d^fectif en aval 
d'une telle sequence. 

10 Par ailleurs, la sequence d'ADN heterologue peut egalement comporter, en 

particulier en amont du gene th^rapeutique, une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence 
signal peut gtre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut 
egalement s*agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal 

15 artificielle. 

Les adenovirus defectifs selon Tinvention peuvent etre pr^par6s par toute 
technique connue de I'homme du metier. En particulier, ils peuvent Stre prepare selon 
!e protocole decrit dans la demande WO 91/11525. La technique classique de 
preparation repose sur la recombinaison homologue entre un adenovirus animal et un 

20 plasmide portant entre autre la sequrace d'ADN hetdrologue que Ton desire inserer. La 
recombinaison homologue se produit apres co-transfection desdits adenovirus et 
plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de 
preference etre transformable par lesdits elements, et, dans la cas ou Ton utilise un 
adenovirus d*origine animale modifi^, la lignee cellulaire peut si n^cessaire comporter 

25 des sequences capables de complementer la partie du genome de I'adenovirus defectiC 
de preference sous forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre 
d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de cellules renales de l^vrier GHK 
(Flow laboratories) ou la la lignee cellulaire MDCK. Les conditions de culture des 
cellules et de preparation des virus ou de I'ADN viral ont egalement 6ti decrites dans 

30 la litterature (voir notanmient Macatney et al.. Science 44 (1988) 9; Fowlkes et al., J. 
Mol. Biol. 132(1979) 163). 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire. 
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Un autre objet de la presente invention reside dans un adenovirus 
recombinant d'origine animale contenant une sequence d'ADN het^rologue 
comprenant au moins un gene therapeutique tel que d6fini ci-avant. 

L'invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique 
5 contenant un adenovirus recombinant d*origine animale tel que defini d-dessus. Les 
compositions pharmaceutiques de !*invention peuvent etre formul^es en vue d'une 
administration par voie topique, orale, parenterale, intranasale, intraveineuse, 
ihtramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des v^hicules 
10 pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. D pait s'agir en 
particulier de solutions salines (phosphate monosodique, dlsodique, chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels)» studies, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilis6es, qui, par addition 
selon le cas d*eau sterilis6e ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
15 solutes injectables. 

Les doses de virus utilisees pour Tinjection peuvent €tre adaptees en fonction 
de dlfferents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
de la pathologic concemee, du gene a exprimer, ou encore de la dur^ du traitement 
recherchee. D'une maniere generate, les adenovirus recombinants selon invention sont 

20 formules et administres sous fonne de doses comprises entre 10^ et 10^^ pfii/ml, et de 
preference 10^ a 10^^ pfu/nrJ. Le terme pfii ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d*une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 5 jours, du nombre de plages de 
cellules infect^. Les techniques de determination du titre pfii d\ine solution virale 

25 sont bien documentees dans la litterature. 

Selon ia sequence d*ADN heterologue inseree, les adenovirus de l'invention 
peuvent etre utilises pour le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, 
incluant les maladies genetiques (dystrophic, fibrose cystique, etc), les maladies 
neurogegeneratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc), les cancers, les pathologies liees 
30 aux desordres de la coagulation ou aux dyslipoproteinemies, les pathologies liees aux 
infections virales (hepatites, SIDA, etc), etc. 
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La presente invention sera plus completement decrite a Taide des examples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Figure 1 : Carte de restriction de radeno\4nis CAV2 souche Manhattan (d'apr^s 
5 Spib^r et al pr6cite). 

Figure 2 : Carte des plasmides pi, p2 (figure 2a) et p3 (figure 2b). 

Figure 3 : Strategic de construction d'un adenovirus canin recombinant contenant une 

sequence d'ADN heterologue. 

Techniques ggnerales de hiologie mol^culnire 

10 Les methodes classiquement utilisees en biologie molecuiaire telles que les 

extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 

15 I'ethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de Thonmie de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N,Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

20 Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 

d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fi-agments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a Tethanol puis incubes en presence de I'ADN 

25 ligase du phage T4 (Biolabs) selon les reconunandations du foumisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre efFectue par le 
fi-agment de Klenow de TADN Polymerase I d*E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du foumisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est efFectuee en presence 
de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 

30 fabricant. La destruction des extr6mit6s 5* proeminentes est efFectuee par un traitement 
menage par la nuclease SL 
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La mutagen^se dirigee in vitro par oHgodeoxynucl^otides synth6tiques peut 
gtre efFectu^e selon la m^thode d^velopp^e par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. il 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d*ADN par ia technique dite de PGR 
5 [Eolymdrase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 22fi (1985) 1350- 
1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
efFectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre eflFectute par la m^thode 
10 developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 24 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

El. Infection de cellules humaines par des adenovirus d*orlgine canine. 

15 

Get example demontre la capacite des adenovirus d'origine animale (canine) 
d'infecter des cellules humaines. 

ELI. Lign^es cellulaires utilis£es 

20 

Dans cet exemple, les lignees cellulaires suivantes ont ete utilis^es : 

- Lign^e de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. ViroL 36 
(1977) 59). Gette lignee contient notamment, integree dans son genome, la partie 

25 gauche du genome de Tadenovirus humain Ad5 (12 %). 

- Lignee de cellules humaines KB : Issue d'un carcinome epidermique humain, 
cette lignde est accessible a TATCG (ref. GCL17) ainsi que les conditions permettant 
sa culture. 

- Lignee de cellules humaines Hela : Issue d'un carcinome de Tepithelium 
30 humain, cette lignee est accessible a TATCG (ref. GGL2) ainsi que les conditions 

permettant sa culture. 

- Lignee de cellules canines MDGK : Les conditions de culture des cellules 
MDGK ont ete d^crites notamment par Macatney et al.. Science 44 (1988) 9. 
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Les cellules des lignees celulaires mentionnees ci-dessus ont ete infectees par 
le virus CAV2 (souche Manhattan). Pour cela, les cellules (environ 10*7 / boite) ont 6t6 
incubtes pendant 1 heure a 37°C en presence de 10 pfu / cellule de virus. Ensuite, 5 ml 
5 de milieu de culture ont ete ajoutes et la culture est poursuivie 4 37**C pendant 48 
heures environ. A cet instant, FADN present sous forme episomique dans les cellules 
infectees a €t6 analyst : Les r^sultats obtenus montrent que toutes ces lign6es 
cellulaires presentent de I'ADN de CAV2 dans leurs noyaux, ce qui demontre leur 
infectabilite par les adeno\drus canins. 

10 

E2. Absence de propagation des adenovirus d*origine canine dans les cellules 
humaines. 

Cet exemple demontre que les adenovirus canins, bien que capables d*infecter 
15 les cellules humaines, ne se propagent pas dans celles-ci. 

Apres infection des cellules selon Texemple 1, la quantite d'ADN de CAV2 a 
6tc dosee au cours du temps selon le protocole suivant : L'ADN episomique present 
dans les cellules a ete recupere selon la technique decrite par Hirt et al. (J. Virol. 45 
(1983) 91), et la quantite d'ADN a ete dosee par comparaison avec une gamme ^talon. 
20 Les resultats obtenus montrent que la quantite d'ADN viral n'augmente pas dans les 
cellules KB et 293, demontrant une absence totale de replication de CAV2 dans ces 
cellules. Dans les cellules MDCK et Hela, une legere augmentation de la quantite 
d'ADN viral de CAV2 est observee. Cependant, le dosage de la formation de 
particules virales montre qu'aucune propagation de CAV2 ne se produit dans les 
25 cellules humaines 293, KB et Hela, mais uniquement dans la lignte canine MDCK, La 
propagation a ete mesuree par recolte des cellules infectees, liberation des eventuels 
virus par congelation/decongelation, et infection des cellules MDCK avec le 
sumageant ainsi obtenu, dans les conditions decrites precedemment. Apres 48 heures 
de culture, I'absence d'ADN viral dans les cellules MDCK ainsi ihfectees demontre 
30 qu'aucune propagation virale a eu lieu dans les cellules humaines. 

Ces resultats montrent clairement que les adenovirus canins sont incapables 
de se propager dans les cellules humaines. 

£3. Mise en evidence de Tabsence de trans-complementation des adenovirus 
35 canins par les adenovirus humains. 
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Cet exemple montre que Tabsence de propagation des adenovirus canins dans 
les cellules humaines n'est pas trans-complementee par la presence d'ad^novirus 
humains. 

5 

Les cellules des lignees humaines 293, KB et Hela, et de la lignee canine 
MDCK ont €i6 co-infectees par Tadenovinis CAV2 et Tadenovirus humain Ad5. La 
presence d'ADN viral (canin et humain) dans les cellules a etc mise en evidence comme 
dans I'exemple El, et la quantity d'ADN a ete dosee au cours du temps ainsi que la 

10 propagation. Les resultats obtenus indiquent que la quantite d'ADN de CAV2 
n'augmente pas dans le temps dans les cellules KB et 293, ce qui demontre que la 
presence de Tad^novirus humain Ad5 n'induit pas, par trans-complementation, la 
replication de CAV2 dans ces cellules. Uabsence d'ADN viral dans les cellules MDCK 
infectees par les eventuels virus issus des cellules KB, 293 et Hela demontre de la 

15 meme fa9on qu'aucune propagation de Tad^novirus CAV2 dans les lignees cellulaires 
humaines ne s'est produite, meme en presence d'adenovirus humain. 

£4. Construction d'une banque d*ADN genomique de CAV2. 

20 Une banque de plasmides a ete constitute a partir de fragments de restriction 

du genome de Tadtnovirus CAV2. Cette banque a 6te obtenue par digestion de CAV2 
par les enzymes Smal et PstI et clonage des fragments Smal : A, B, C, D, E, F, I, et J 
et PstI : A, B, C, D, E, F, G, H (figure 1) dans le vecteur pGem3Zf+ (Promega). Le 
plasmide portant le fragment Smal C a ensuite ete cotransfecte dans les cellules 

25 MDCK avec le plasmide pUC4KDDC (Pharmacia) portant le gene de resistance a la 
neomycine, pour ^tablir une lignee MDCK exprimant constitutivement les genes El A 
et ElB de CAV2. Cette lignee permet la construction de virus recombinants deletes 
pour ces r6gions (Cf E5.2.). 

30 £5. Construction d*adenovirus recombinants canins portant le gene de 
rinterIeukine-2 sous controle du promoteur MLP d*Ad2. 

Deux strategies de construction d*adenovirus recombinants canins portant le 
gene de rinterleukine-2 sous controle du promoteur MLP d*Ad2 humain ont ete 
35 eiabor^es. 
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E5.1. La prenrxiere consiste en Tinsertion de la sequence d'ADN heterologue 
desiree (promoteur MLP - gene de rinterleukine-2) entre la region E4 et IITR droite 
du genome entier de CAV2, au niveau du site de restriction Smal. La construction 
d'un tel recombinant est efTectuee soit par ligation, soit par recombinaison in vivo entre 
5 un plasmide portant la sequence d'ADN heterologue desiree et le g6nome de CAV2, 
Les plasmides utilises pour Tobtention des adenovirus recombinants portant le gene de 
rinterleukine-2 sous contrdle du promoteur MLP sont construits de la maniere 
suivante (figure 2): 

- un premier plasmide, designe pi est obtenu par clonage du fragment Sail B 
10 de CAV2 (figue 1) contenant notamment TITR droite, un site Smal et le gene E4, dans 

le plasmide pGem32f+ (Promega), le site Smal est unique sur pi; 

- la sequence d'ADN heterologue (promoteur MLP - gene de rinterleukine-2) 
est introduite au niveau du site Smal du plasmide pi pour generer le plasmide p2; et 

- le fragment Pstl-Sall contenu dans le fragment PstI D de la banque 
15 g^nomique et portant une partie du gene E3 est ensuite clone au site correspondant 

dans p2 pour generer le plasmide p3 (figure 2). 

Les plasmides ainsi obtenus sont utilises pour preparer les adenovirus 
recombinants, selon les deux protocoles suivants (voir figure 3) : 
20 a) Ligation in vitro du plasmide p2 diger6 par Sail au fragment Sail A de 

CAV2, et transfection du produit de ligation dans les cellules MDCK (figure 3 a), 

b) Recombinaison entre le plasmide p3 et le firagment Sail A de CAV2, apres 
cotransfection dans les cellules MDCK (figure 3b). Les adenovirus recombinants 
obtenus sont ensuite isoles et amplifies selon les techniques connues de Thomme du 
25 metier. 

Ces manipulations permettent la construction d*adenovinis recombinants 
canins portant le gene de rinterleukine-2, utilisables pour le transfert de ce gene 
thdrapeutique chez Thomme (figure 3). 

30 £5.2. La seconde strategic elaboree repose sur Tutilisation de la lignee 

cellulaire MDCK exprimant constitutivement les genes El A et ElB de CAV2 (Cf 
exemple E4). Cette lignee permet en efFet de trans-complementer des adenovirus 
canins deletes de ces regions, et ainsi, la construction de virus recombinants dans 
lesquels la sequence d'ADN heterologue est substituee a la region EL Pour cela, un 

35 plasmide comportant I'extremite gauche (sequence ITR et sequence d'encapsidation) 
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du genome de CAV2 et la sequence d'ADN heterologue est construit. Ce plasmide est 
cotransfecte dans les cellules MDCK decrites ci-dessus, en presence du genome rfun 
adenovirus CAV2, delete de sa propre extremite gauche. Les adenovirus canins 
recombinants produits sont recuperes, eventuellement amplifies, et conservfe en vue 
5 de leur utilisation chez Thomme. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d*un adenovirus recombinant d'origine animale contenant une 
sequence d'ADN heterologue pour la preparation d*une composition pharmaceutique 
destinee au traitement therapeutique et/ou chirurgical du corps humain. 

5 2. Utilisation selon la revendication 1 pour la preparation d*une composition 

pharmaceutique destinee au transfert de genes therapeutiques chez Thomme. 

3. Utilisation selon la revendication 1 pour la preparation d'un vacdn. 

4. Utilisation selon la revendication 2 caract6ris6e en ce que le ghne 
therapeutique est un gene codant pour un produit proteique therapeutique. 

10 5. Utilisation selon la revendication 2 caracteris& en ce que le gene 

th6r^eutique est un gene ou une sequence antisens. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5 caracterisee en ce que 
I'adenovirus est choisi parmi les adenovirus canin, bovin, murin, ovin, porcin, aviaire et 
simien. 

15 7. Utilisation selon la revendication 6 caracterisee en ce que Tadenovinis est 

un adenovirus canin, de preference choisi parmi les souches de radenovirus CAV-2. 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisee en ce que le 
genome de I'adenovirus est depourvu des sequences necessaires a la replication. 

9. Utilisation selon la revendication 8 caracterisee en ce que le genome de 
20 radenovirus est depourvu des regions El A et ElB. 

10. Adenovirus recombinant d'origine animale contenant au moins un gene 
therapeutique ms6H. 

11. Adenovirus selon la revendication 10 caracterise en ce que le gene 
therapeutique est defini comme dans les revendications 4 et 5. 

25 12. Adenovirus selon la revendication 10 caracterise en ce qu'il comprend 

egalement des sequences promotrices permettant Texpression du ou des genes 
therapeutiques inseres. 
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13. Adenovinis selon les revendications 10 a 12 caracterise en ce qu'il 
comprend egalement des sequences signal permettant d'induire une secretion du 
produit d'expression du gene therapeutique. 

14. Adenovirus selon les revendications 10 a 13 caracteris6 en ce que 
5 Tad^novirus est choisi parmi les adenovirus canln, bovin, murin, ovin, porcin, aviaire et 

simien. 

15. Adenovirus selon la revendication 14 caracterisee en ce que Tadenovirus 
est un adenovirus canin, de preference choisi parmi les souches de Tad^novirus CAV- 
2. 

10 16. Adenovirus selon Vune des revendications 10 a 15 caracterise en ce que 

son genome est depourvu au moins des sequences necessaires a la replication. 

17. Adenovirus selon la revendication 16 caracterise en ce qu'il comprend des 
regions d'un autre adenovirus animal ou humain. 

18. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
15 selon Tune des revendications 10 i 17. 
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